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utilisation d'un hvdrooel pour la cuiture de chondrony frfts 

L'inventlon concerne rutilisation d'un hydrogel cellulosique pour la culture 
tridimensionnelle de chondrocytes en vue de leur Implantation en un site 
5 cartilagineux. 

Le cartilage est un tissu conjonctif de soutien specialist non vascularis^, non 
innerve. resistant et elastlque. II est present au niveau des c6tes, du sternum, du nez 
et des oreilles mais 6galement au niveau des articulations. Le cartilage contientdes 
10 cellules sp§cialis6es appel§es chondrocytes et une matrice exlracellulaire (MEC) 
compos6e essentiellement de fibres de collag§ne et de prot6oglycanes. 

Le cartilage articulaire peut §tre le sitge de nombreuses alterations d'origine 
inflammatoire (polyarthrite rtiumatoTde. ost§oarthrite), traumatologique ou li§es au 
vieillissement (arthrose). L'6tablissement de ces atteintes cartllagineuses condurt. d 
5 plus ou moins long temne. d une degradation de la matrice extracellulaire et une 
diminution de la cellularite. L'absence de vascularisation et de proliferation des 
chondrocytes conf§re d ce tissu de faibles capaclt6s de reparation qui rendent ces 
processus cataboHques irreversibles. Au regard du vieillissement de la population, 
ces pathologies degen6ratives concernent aujourti'hui une part importante de la 
0 population et reprtsentent done un enjeu majeur de sante publique. Dans ce 
contexte. la communaute scientifique s'interesse depuis de nombreuses anntes aux 
moyens de regen6rer un tissu cartilagineux fonctionnel. 

Afin de stimuler les faibles propri6tes de reparation spontanea du cartilage, 
des techniques chirurgicales de chondroplastie abrasive, de micro fracture ou de 
> spongialisation ont ete proposees (Hunziker. 2002). Ces techniques, permettant la 
fomiation d'un caillot sanguin d'origine sous-chondrale. conduisent a la formation 
d'un tissu cartilagineux qui demeure fibreux et transitoire (Shapiro et al., 1993). 
Parallelement. des techniques de transplantation de tissu possedant des proprietes 
chondrogeniques ont egalement ete etudi6es. Uutilisation de transplants autologues 
de perioste ou de perichondre et de tissus osteochondral (mosaicplastie) a permis la 
neoformation d'un tissu de type cartilagineux aprSs implantation (Hunziker, 2002). 
Les nombreuses limitations de ces techniques (instabilite de la greffe. calcification, 
faible reproductibilite des resultats cliniques) et la restriction de leur indication a la 
reparation de lesions focales. ont recemment conduit au developpement de 
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nouvelles techniques d'ingfenierie tissulaire appliqu6es aux atteintes 
traumatologiques du cartilage. 

Brittberg et ai. fiirent les premiers a proposer une m6thode de r6paration 
bas§e sur la transplantation de chondrocytes autologues (Brittberg et al., 1994). 

5 Celle-ci se d6roule en trols temps, tout d'abord un fragment de cartilage est pr6lev6 
dans une zone non portante afin d'isoler des chondrocytes. Ceux-ci sont alors 
multiplies in vitro en monocouche puis reimplant§s sous un lambeau periost6 au 
niveau de la lesion. Les resultats ont montre une reparation du d^faut cartilagineux, 
mais les patients doivent subir deux interventions chirurgicales lourdes. Par ailleurs. 

10 le ph6notype des cellules apr6s leur amplification en monocouche reste ^ 
determiner. 

Plusieurs matrices tridimensionnelles d'origine v§g6tale ou animate ont par 
ailleurs et6 d6velopp6es comme les 6ponges de collagene, ia fibrine, I'acide 
hyaluronique ou I'alginate (Cancedda et al., 2003). Le risque de transmission virale 

15 associe a I'utilisation de ces mat6riaux biologiques et les reactions inflammatoires 
observ6es lore des experimentations pr6-cliniques. ont dirig6 les recherches 
actuelles vers le d6veloppement de biomateriaux totalement synthetiques (Hunziker, 
2002). Des polymeres tels que I'acide poly lactique, I'acide poly glycolique, les fibres 
de carbone, le polyestemrethane, le Dacron et le T6flon ont ete proposes et utilises 

20 in vitro pour la culture 3D de chondrocytes ou de cellules mesenchymateuses. Pamni 
ces polymeres synthetiques, certains ont entraTn6 des reactions Immunitaires ou une 
inflammation apres leur implantation en site cartilagineux (Cancedda et al., 2003). 

Des compositions d'hydrogel injectables sont decrites notamment dans le 
brevet US 6.129.761. 

25 

Les inventeurs ont maintenant mis en evidence I'interet de cultiver des 
chondrocytes en trois dimensions au sein d'un hydrogel auto-reticulant en fonction du 
pH, en vue d'une I'implantation dans un site cartilagineux. 

L'hydrogel utilise est un hydrogel auto-reticulant en fonction du pH, qui est 
30 constitue d'une solution aqueuse d'hydroxyethylcellulose (HEC) ou 
d'hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) sur laquelle sont greffes des groupements 
silanes qui permettent la fomiatlon de liaisons covalentes entre les chaTnes d'HEC 
ou d'HPMC. 



Ce type de mat6riau polym^rlque est decrit en association avec une charge 
minerale dans la demande de brevet Internationale WO 97/0591 1. 

Ce materiau est constltu6 de preference d'un polymere de formula slmplifi6e : 

(HEC ou HPMC)-0-X-Si(02)3 
pouvant 6tre obtenu par reaction d'hydroxyethylcellulose (HEC) ou 
d'hydroxypropylm6thylcellulose avec un compose de formule (1) : 

XSI(OZ)3 (1) 
oCi X represente un atome d'halogene ou un groupe hydrocarbone d fonctlon §poxy, 
notamment en C2-20. et Z est choisi pamii un atome d'hydrogdne, un m6tal alcalln et 
un groupe alkyle, notamment en C1-5. 

Le compose de formule (1) peut etre par exemple le (3- 
glycidoxypropyl)trim6tlioxysilane 

C^Jr-;;C H— C H 2O— (C H 2)3— S 1(0 M e )3 

En milieu basique, le compose organosillcie se greffe sur I'HEC ou I'HPMC 
avec ouverture de repoxyde et les groupes metoxysllane sont hydrolys6s pour 
conduire i un polymere de formule simplifiee : 

^0"Na* 

(HEC ou HPMC)-0-CH2-CHOH-CH20-(CH2)3-S-Si V-O-Na* 

^ O-Na* 

De preference, le polymere est un polymere d'HPMC silanisee. 

Ce polymere est stable en solution aqueuse a un pH superieur ou egai e 
environ 12.4. Une acidification de la solution provoque une augmentation progressive 
de la viscoslte et la fomnatlon d'un hydrogel. Ce phenomene physique con-espond a 
la reticulation du polymere par (I) transfomnation des groupes silanolates en groupes 
silanols : 

-^SiO Na* — ^ SiOH 
puis, formation d'un reseau tridlmensionnel par 
(il) condensation d'un sllanol sur un autre silanol 

(HECouHPMQ-^ SiOH + (HEC + HPMC) ^SiOH— (HEC ou HPMQ --wvSiOSi--v,(HEC ou HPMC) 

et/ou 



condensation d'un silanol sur un groupe hydroxy des cycles des ethers de 
cellulose ou des substituants 

SiOH + (HEC ou HPMC)-ROH-^ (HEC ou HPMC)v-w SIOR-(HEC ou HPMC) 



4 



Cette reticulation de type covalent provoquSe par une baisse du pH de la 
solution aqueuse du polym§re est reversible et Thydrogel se redissout lorsque Ton 
augmente le pH du milieu. Ainsi, avant d'etre utilise, le polym6re synthetise peut se 
presenter sous la forme d'une poudre qui peut etre dissoute dans une solution 
alcaline d'hydroxyde de sodium. Le pH de geiification se situe entre 7 et 12 en 
fonction de la vitesse de reticulation recherchee. 

Le gel obtenu est st6rilisable a I'autoclave (par exemple a 121°C pendant 20 
minutes). 

Le polymere en solution aqueuse basique, avant reticulation, peut egalement 
etre melange ^ une solution tampon physiologique avant son utilisation biologique. 
Le pH du melange final est ainsi adapte au temps de manipulation recherche avant 
reticulation de Tensemble. Ce temps de reticulation est mesurable par rheometrie 
oscillatoire et peut varier de 5 minutes 5 jours en fonction des parametres de ce 
melange, prindpalement le pH et la temperature (Bourges et al.. 2002a ; Bourges et 
al. 2002b). 

Pour fournir un taux de reticulation convenable pour Tapplication envisage^, il ! 
est souhailable que les groupes lateraux porteurs de silicium. de type silanolate ou 
precurseur de silanolate de metal alcalin ou d'ammonium. represented de 0.5 ^ 5% 
du poids sec total du polymere. 

L'invention a pour objet I'utilisation d'un tel hydrogel d'HEC silanisee ou 
d'HPMC silanisee, auto-r6ticulant en fonction du pH, pour la culture tridimensionnelle 
ex vivo de chondrocytes. 

L'hydrogel utilise presente notamment les avantages suivants : 

il est biocompatible avec des cellules chondrocytaires integrees en 
son sein ; 

les chondrocytes sont integres de maniere intime dans l'hydrogel ; 
les chondrocytes dediff6rencies par amplification en monocouche se 
redifferencient au sein de l'hydrogel, et maintiennent des 
caracteristiques de chondrocytes ; 

la reticulation est contrdlable par le pH du tampon biologique ajoute 
au melange d'hydrogel et de cellules chondrocytaires. 
Les chondrocytes mis en culture dans l'hydrogel sont de preference des 
chondrocytes humains ou animaux, de preference des chondrocytes autologues, de 
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patients presentant une lesion du cartilage. II peut par exemple s'aglr de cellules 
pr6lev6es au niveau d'une partie du cartilage articulaire ou au niveau du cartilage 
nasal. 

L'invention a 6galement pour objet un precede ex vivo de preparation d'un 
5 complexe de cellules Int6gr6es dans un hydrogel, complexe destine a etre injecte 
dans un site cartilagineux, ledit precede comprenant le melange ex vivo de 
chondrocytes avec un hydrogel d'HEC ou d'HPMC silanisee. autor^ticulant en 
fonction du pH, dans un tampon biologique au pH appropri6 pour la reticulation de 
I'hydrogel, dans des conditions et une durde appropriees pour ('integration et la 
10 culture tridimensionnelle des chondrocytes dans i'hydrogel. 

Tout tampon biologique peut etre utilise par I'homme du metier. A titre 
d'exemples. on peut citer le tampon phosphate (PBS, phosphate buffered salt), 
tampon HEPES, ou TRIS. Tout milieu biologique connu de I'homme du metier est en 
outre utilisable. tel que le milieu DMEM ou alpha-MEM (alpha minimum essential 
IS medium). 

De maniere preferee, le precede comprend les etapes ex vivo suivantes : 

- I'ampiiflcation de chondrocytes en monocouche. sur un support solide. tel 
qu'une plaque de culture ; 

- la recolte des chondrocytes amplifies, dedifferencies de par leur amplification 
20 en monocouche ; 

- le melange des chondrocytes amplifies dedifferencies avec I'hydrogel dans 
un tampon biologique au pH approprie pour la reticulation de I'hydrogel. ce qui 
conduit ^ I'integratlon des chondrocytes au sein de I'hydrogel et a leur 
redifferenciation. 

25 Les proprietes rheologiques de I'hydrogel compose d'HEC ou d'HPMC 

silanisee permettent son injection sur le lieu d'implantation. favorisant ainsi la 
vectorisation des chondrocytes par chirurgie peu invasive. 

L'hydrogel au sein duquel les chondrocytes ont ete cultives peut etre implante 
dans un site de la lesion, normalement occupe par du cartilage. 

30 Les lesions visees peuvent etre des pertes de substances cartilaglneuses 

focales liees a des sequelles traumatologiques ou, plus generalement, toutes les 
atteintes ou pertes cartilagineuses osteoarticutaires ou plastiques. 



L'Inventlon a done 6galement pour objet un proced6 du traitement du corps 
humain ou animal, comprenant I'adminlstratlon par Injection d'hydrogel tel que d6flnl 
plus haut prealablement colonist ex vivo par des chondrocytes, par example selon le 
pFoc6d§ dScrit plus haut. 

L'injection peut §tre r§alis§e S I'aide d'un syst§me comportant une seringue 
st6rilisable et des embouts munis de pistons a usage unique, par exemple le 
systems commercialism par HAWE NEOS DENTAL, comprenant une seringue 
sterilis6e ^ I'autoclave (r6f. H" 440, Seringue Hawe-Centrix C-R'', Mark 111) et des 
embouts (r6f. N° 445). 

Les figures et exemples suivants illustrent I'invention sans en iimiter la port6e. 

LEGENPE PES FIGURES : 

Les Figures 1A i 1C repr6sentent I'activitm MTS des chondrocytes cultiv6s 
pendant 24, 48 et 72 heures soit dans les conditions contrdles (absence d'hydrogel), 
soit au contact de I'hydrogel si-HPMC, soit en presence d'actinomyclne D (5 jig/ml). 
SW1353 (Fig. 1A), C28/12 (Fig. 1B) et chondrocytes nasaux humalns (Fig. 1C). 
*p<0,001 compare au contrSIe d chaque temps. 

Les Figures 2Aa2C repr6sentent le d§nombrement des chondrocytes cultiv^s 
pendant 24, 48 et 72 heures soit dans les conditions contr61es (absence d'hydrogel), 
soit au contact de I'hydrogel si-HPMC, soit en presence d'actinomycine D (5 pg/ml). 
SW1353 (Fig. 2A), C28/12 (Fig. 2B) et chondrocytes nasaux humains (Fig. 2C). 
*p<0,001 compare au controle d chaque temps. 

EXEMPLES : 

Exemole 1 : pr6paration de rhvdroaei 

Materials : 

- HPMC E4M® (Colorcon- Dow Chemical, France) 

- Glycidoxypropyltrim6thoxysilane (GPTMS) (Acros, Belgique) 

- HEPES (SIgma-Aldrich. St Louis. USA) 

- NaOH (VWR International. Fontenay-sous-Bols. France) 

- NaCI (VWR International) 

- HCI 0.1 M (Sigma Aldrich). 
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- S6rum de veau foetal (SVF) (Dominique Dutscher, Brumath. France). 

a) Synthese de la poudre d'hydroxvprop vl methvlcellulose silanis^e (Si-HPMC^ 

Las syntheses sent reallsees sur des quantlt6s de 240 grammes d'HPMC. Le 
polysaccharide selectionn§ est rE4M®. La synthese est realis^e avec du 
5 glycidoxypropyltrimethoxysllane (GPTMS) dans un ballon de 6 litres en milieu 
h6t6rog6ne dans un solvant organique (Bourges et al., 2002). La synthase est 
effectu6e sous Ebullition pendant 3 heures. La poudre d'HPMC silanisee est s6chee 
une premiSre fois ^ r§tuve pendant une nuit puis lyophilis6e (Christ Alpha 1-4 ST). 

^) Preparation de la solution d'hvdroxvn roDvl methvlcellulose sllanis6ft 

Six grammes de poudre de Si-HPMC sont solubilis6s dans 200 ml d'une 
solution de NaOH d 0.2 M. Ce melange est agit6 pendant 48 heures. La solution de 
Si-HPMC est ensuite dialys6e pendant 16h dans une solution de NaOH 0.09 M. Puis 
une deuxl6me dialyse est r6alis§e dans une solution de NaOH 0.09 M pendant 2 
15 heures. Cette solution de Si-HPMC d 3% est ensuite aliquotee et sterilis6e ^ la 
vapeur (121 "C, 30 minutes). 

C) Induction de la reticulation de I'hydrog ftl 

L'hydrogel utilis6 pour la culture cellulaire est prepar§^ extemporanement en 
m§langeant. sous hotte a flux laminaire, 7.5 ml de solution de SI-HPMC avec 7.5 ml 
20 de tampon HEPES et supplemente de 10% de SVF. Le tampon HEPES est pr6par6 
par dissolution de 3.1 g d'HEPES et 0.8g de NaCI dans une solution d'HCI d 0.03M. 
Cette solution est ensuite aliquot6e et st6rilisee d la vapeur (121 'C. 30 minutes). 

Ce melange HEPES/Si-HPMC est agit§ au Vortex 15 secondes puis 
centrifuge 2 minutes a 1200 rotations par minutes (rpm). Ce melange est transf^rd 
25 en plaque de culture. Le milieu de culture est ajout6 1 heuie apr6s. 

d) Caracterisation phvsia ue de rhvdrngel oar Rheologie 

Mat4riels et mSthodes 
Afin de caract6riser la reticulation de l'hydrogel, les inventeurs ont effectue la 
mesure de deux paramdtres rheologiques: le module disperaif G" (caracteristique 
30 des liquides) et le module consen^atif G' (caract6ristique des solides). Cette mesure 
est realisee avec un rheom§tre (Rhtostress 300. Themio Haake. Karisruhe. 
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Germany) 6quip6 d'un cdne plan de 60 mm de diamStre et de 1" d'angle (C6ne plan 
C60/1 titan, Themio Haake). L'entrefer entre la troncature et le plateau est de 0.053 
mm. La mesure est r6alis6e en mode oscillatoire avec trois frequences d'osclllatlons 
(1 Hz. 3.2 Hz et 10 Hz) et une contralnte impos6e de 1 Pascal, k une temperature de 
37'C et pendant 1 200 000 secondes (13.8jours). Les r6sultats sont exprim6s en Pa. 

R6sultats 

L'hydrogel pr^sente les caract6rlstiques d'un liqulde vlsqueux au moment de 
88 preparation. Lors de sa reticulation, ses caracteristiques physiques 6voluent vers 
celles d'un gel. L'hydrogel prepare selon le mode de realisation pref§r6, presents ^ 
I'exemple 1, se compose, une fols la reticulation terminee (10 jours), de 1,5 % de 
poiymere sec et de 98,5 % d'eau, une teneur en eau comparable a celle du cartilage. 
La taille calcuiee de la maille de l'hydrogel (0.22 pm) apparatt inferieure a la taille 
d'une cellule. 

Dans le but de connattre les caracteristiques physiques de l'hydrogel. comme 
le point de gel qui correspond au d6but de la reticulation, le temps de reticulation et 
la taille de la maille de l'hydrogel, I'evolution en fonction du temps de la composante 
liquide (G") et de la composante eiastique (G') a ete mesuree, et ce. pour trois 
frequences differentes. Done e chaque frequence conrespond un couple G'/G". La 
TanA de chaque couple a ete tracee, ces trois courbes se rejolgnent en un point : le 
point de gel. La reticulation de l'hydrogel a debute 33 minutes apr6s sa preparation, 
et s'est achevee 244 heures plus tard (10 jours) moment oO la composante eiastique 
(G") atteint un plateau pour une valeur de 310 Pa. Cette valeur de la composante 
eiastique nous a permis de calculer la teille de la maille de l'hydrogel. 



K= 1.38.10-" 
T=300 

■23.7nan<metres 



Dans les conditions de preparation decrites ci-dessus, la taille statistique 
moyenne de la maille de l'hydrogel (Xi) etait de 0,023 pm. 



Tableau 1 : Resultats de la caracterisatlon rh6ologique de rHydrogel de Sl- 
HPMC ^ 3% 



Vol de solution de Si- 
HPMC 


Vol 
Tampon 


%Si- 
HPMC 


% final 
deSi- 
HPMC 


pH 

melange 




KT/G* 


Xi«)en 
micrometre 


Point de gel 
en minutes 


1 


1 


3,00% 


1.50% 


7,37 


310 


l,3355E-23 


0,023 


33 



Exemole 2 : Test de cytotoxicity de I'hydrogel 

MATEI^ELS ET METHQPgS 

2.1 Culture celluiaire 

a) Lign^es chondrocytaires 
Materials: 

- Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) (Invitrogen corporation. 
Paisley, UK). 

- Milieu nutritif Ham's F1 2 (Invitrogen corporation). 

- Penicilline/streptomycine (Invitrogen corporation) 

- L-glutamine (Invitrogen corporation) 

- Trypslne/EDTA (Invitrogen corporation). 

Les Inventeurs ont utilise les lignees de chondrocytes humains SW1353 et 
C28/I2 respectivement d6riv6es d'un chondrosarcome humain (Mengshol et al.. 
2000) et de cartilage costal humain immortalis6 par I'antig^ne T du virus simien 40 
(Goldring et al.. 1994). Ces cellules sont cultivees dans un melange volume/volume 
de DMEM et Ham's F12 supplemente avec 10% de SVF, 1% de 
p^nidlllne/streptomycine et 1% de L-Glutamine (DMEM/F12 complet) dans une 
atmosphere humide d S/'C et 5 % C02. 
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Le milieu de culture est renouvel6 enti6rement tous las deux jours. Lorsque 
les cellules atleignent 80-90 % de la confluence, elles sont traitees par 2 ml de 
Trypsine (0.025%) /EDTA (0.01 %). Apr6s Incubation 3 minutes S S/'C. la solution 
de trypsine/EDTA est collect§e et centrifug6e (8 min. 1200 rpm) en presence de 8 ml 
de milieux DMEM/F12 complet. Aprds Elimination du sumageant. le culot cellulaire 
est reconstitu6 avec 10 ml de DMEM/F12 complet. Les cellules sont ensulte 
d^nombrees et reparties dans des flacons de 25 cm^ ^ une density de 10 000 
cellules/cm^. 

b) Chondrocytes primaires 

- Isolement de chondrocytes nasaux humains 
Materiels: 

- Hank's balanced salt (HBSS. Invitrogen Corporation). 

- Protease (Pronase. Sigma-Aldrich). 

- Collagenase type IV (Sigma-Aldrich). j 
Du cartilage nasal humain est preleve apr§s obtention du consentemetit 

eclair^ de patients subissant une rhinoplastie reconstmctrice. Le cartilage nasal est 
Iav6 cinq Ibis dans du Hank's Balanced Salts (HBSS) et d^coupe en copeaux sous 
hotte a flux laminaire. Les copeaux de cartilage sont ensuite incubus pendant 30 
minutes ^ 37"C dans du HBSS contenant Img/ml de protease. Les copeaux sont 
ensuite rinc6s trois fois dans du HBSS. puis incubes pendant 4 heures et sous 
agitation dans du DMEM complet (10 % SVF, 1% P6nlcilline/Streptomycine et 1% L- 
Glutamine) contenant 0.625 mg/ml de collag6nase. Le sumageant est centrifuge 5 
minutes § 1400 rpm. Le culot est Iav6 une fois dans du HBSS, centrifug6 (8 min. 
1200 rpm) et resuspendu dans 10 ml de DMEM complet Les cellules sont 
d6nombr§es et transferees en flacon de 25 cm^ d une densite cellulaire de 10 000 . 
cellules/cm^. Les cellules sont maintenues en culture en atmosphere humide d Zl'C 
et 5 % CO2. Les milieux de culture sont renouveies tous les deux jours. Lorsque les 
cellules atteignent 80-90 % de la confluence, elles sont traitees d la trypsine/EDTA 
comme decrit ci-dessus. 
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- Isolement de chondrocytes articulaires de lapin 
Materiels: 

- Hyaluronldase (Sigma-Aldrich). 

- Trypsine (SIgma-Aldrich). 

- collagenase type II de Clostridium histolyticum (290 U/mg, Sigma- 
Aldrich) 

-Tamis cellulaire (Falcon, Franklin Lakes, USA). 
Comme pr§c6demment decrit parGhayor etal.. 2000, des lapins nouveaux-n6s §g6s 
de 12 ou 13 jours sont sacrifi6s par dislocation cervicale apr6s anesth6sfe. Sous 
hotte ^ flux laminaire, les pattes avant et amdre sont pr6lev6es et d6barrassees de 
leurs tissus mous. Les articulations des genoux et des epaules sont ensulte 
disloqu6es. A I'aide d'un scalpel, le cartilage articulaire est d6coup6 en fines tranches 
et les copeaux obtenus sont places dans du HBSS. Ces copeaux sont 
successiyement incub6s 10 minutes d 37'C dans 12 ml de HBSS contenant 0.05% 
de hyaluronldase, puis 15 minutes S 37°C dans 6 ml d'HBSS contenant 0.2% de 
trypsine. Apres deux rin9ages dans du HBSS, les copeaux sont transferes dans du 
HBSS ^ 0.2% de coIlag6nase et incub6s 30 minutes d 37*'C. 

Les copeaux sublssent une demi§re §tape de digestion par incubation dans 
une solution de DMEM complet enrichi de 0.03% de collagenase pendant 16 heures. 
Le produit de digestion est filtr§ sur tamis cellulaire, collects et centrifuge (8 min, 
1200 rpm). Le culot cellulaire est resuspendu dans 20 ml de DMEM complet. Les 
cellules sont d6nombrees et transferees en flacon de 25 cm^ ^ une densite cellulaire 
de 10 000 cellules/cm^ Les cellules sont finalement maintenues en culture en 
atmosphere humide i 37»C et 5 % CO2. Les milieux de culture sont renouvel6s tous 
les deux jours. Lorsque les cellules attelgnent 80-90 % de la confluence, elies sont 
trait6es d la trypsine/EDTA comme d§crit ci-dessus. 



2.2. Etude de la cytotoxicite de I'hydrogel 

a) Conditions experimentales 
Materiels: 



12 



- Plaque de cuKure 24 puits Corning-Costar (Corning BV, Schlphol-Rljk, | 
The Netheriands). 

- Actinomyclne D (SIgma-Aldrich) 

- DMSO (Sigma-Aldrich) 

- M6thyle Tetrazolium Salt (MTS) (Cell Trter 96 MTS. Promega j 
corporation, Madison, Wl). 

- Phenyle Methyle Sulfoxyde (PMS) (Sigma-Aldrich). 

- Phosphate buffered salt (PBS, Invitrogen corporation) 

Afin de determiner la cytotoxicite de I'hydrogel, les chondrocytes primaires 
humains. les cellules SW1353 et C28/I2, sont repartis dans des plaques de culture 
24 puits § une densite de 10 000 cellules par cm2. Apres 24 heures d'incubation a 
37'C et 5% CO2. les cellules sont cultiv6es en presence (500 pi de Si HPMC par 
puits) ou en absence d'hydrogel (500 pi de milieu complet) pendant 24, 48, et 72 
heures. Des cellules cultiv^es en absence d'hydrogel sont §galement trait6es par de 
I'Actinomycine D (5 pg/ml) ou son excipient (DMSO) pour disposer d'un contr6le 
positif de cytotoxicity. 

b) Test MTS 

Ce test colorim6trique mesure la capacity des mitochondries des cellules 
vivantes d oxyder le sel de tStrazoiium MTS en formazan. Le produit color6 form6 est 
proportionne! d ractivit§ d§shydrog6nase des mitochondries. La mesure de 
I'absortsance permet done de quantifier la viability cellulaire. Apres 24, 48. et 72 
heures d'incubation dans les conditions d6crites ci- dessus. les cellules sont lavees 
avec du milieu complet et incubees 1 heure a 37'C en presence de 100 p' r§actif 
MTS contenant 48pg/ml de PMS et 2mg/ml de MTS. La mesure d'absortaance ^ 490 
nm est realisee par un lecteur de microplaque (MRX, Dynatech Laboratories, VWR 
international). Les r^sultats sont exprimes en pourcentage d'activlty MTS par rapport 
aux conditions centrales (cellules cultivyes en absence d'hydrogel). 

c) Denombrement cellulaire 

Apres 24, 48 et 72 heures d'incubation dans les conditions prycis^es cl- 
dessus, le milieu de culture avec ou sans hydrogel est aspire et remplace par 200 pi 
de trypsine/EDTA. Les cellules sont incubyes 2 minutes en atmosphere humide a 
37''C et 5 % C02. Les cellules sont ensuite collectyes et centrifugees (8 min, 1200 
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rpm) en presence de 2 nfil de milieu de culture complet Le culot est resuspendu dans 
2 ml de milieu de culture complet et les cellules sont d^nombr^es api^s coloration 
vltale par une solution de Bleu Trypan (0.04% dans PBS) sur cellule de Malassez. 
Les r6sultats sont exprimes en nombre total de cellules par puits. 



RESULTATS 

2.3 Caractdrfsation des Chondrocytes nasaux humains 

Afin de caract6rlser le ph6notype des cellules Isoldes de cartilage nasal 
humaln. les inventeurs ont dtudid par RT-PCR I'expression de certains marqueurs du 
ph§notype chondrocytaire apres isolation et au cours d'une culture en monocouche. 
Cette 6tude montre que les chondrocytes nasaux fraTchement Isolds (PC) 
exprimaient le collag6ne II. rAggr§cane. et le collagene X mais 6galement le 
collagdne I. Lors des diff6rents passages, les inventeurs ont observe une 
modification de I'expression de ces dlff6rents g^nes. Uexpression du collag6ne de 
type II a diminue entre PC et P3. L'aggr6cane a presente une balsse de son 
expression entre PO et P1. Le collagdne X etait faiblement exprim§ par les 
chondrocytes fraTchement isoles. son expression n'etait plus detectable d P3. En 
revanche. I'expression du collagdne de type I a augments fortement entre P2 et P3. 

Ces r6sultats montrent que les chondrocytes nasaux fraTchement Isolds 
exprimaient le collagene II, I'aggr^cane et le collagdne X. L'expression de ces 
marqueurs chondrocytaires a diminu6 en culture monocouche et s'est accompagn6e 
d'une forte augmentation de I'expression du collagene de type 1 . 



2.4 Cytotoxicite de I'hydrogel 

3) Mesure de I'activite MT S des chondrocytes cultives au contact du g ftl - 

Pour d6temiiner I'effet cytotoxique de I'hydrogel sur les chondrocytes, les 
inventeurs ont realise un dosage de I'activite MTS sur les lignees cellulaires SW1353 
et C28/I2 et sur les chondrocytes humains nasaux aprds 24h, 48h et 72 heures de 
culture au contact de I'hydrogel Si-HPMC. 



14 



Les r^sultats ont montr6 que Tactivite MTS n'6tait pas moclifi§e par la 
pr6sence de rhydrogel. En effet. il n'a pas §te observ6 de diff6rence significative, 
pour les chondrocytes SW1353. C28/I2 et ies chondrocytes nasaux humains. entre 
les conditions de cultures contrSles et les cultures r6alls6es au contact de I'hydrogel. 
En revanche. I'actinomycine-D, inhibiteur de la transcription. utilis6e id comme 
ccntrSle positif de la cytotoxicite a entraine une diminution significative de I'activitd 
MTS des 24 heures. L'activit6 MTS des chondrocytes SW1353, C28I2 et isoles du 
cartilage nasal humain apr6s 24 heures en presence d'actinomycine D a diminu6 
respectivement de 72%. 69% et 86% (figures 1A ^ 1C). 

Ces r6sultats montrent que I'hydrogel n'a pas affect6 l'activit§ MTS ni des 
chondrocytes SW1363 et C28/I2, ni des chondrocytes nasaux humains. 

b) Denombrement au bleu trypan: 

Afin de determiner I'lnfluence de rhydrogel sur la proliferation cellulaire. les 
inventeurs ont r§alis6 un d6nombrement cellulaire a I'aide d'une coloration au bleu 
trypan. Cette coloration perniet de distinguer les cellules vivantes (blanches) des 
cellules mortes (bleues). Ce d6nombrement est effectu§ apr^s 24h, 48h et 72 heures 
de culture au contact de I'hydrogel pour les Iign6es cellulaires SW1353 et C28/I2 et 
pour les chondrocytes nasaux humains (figures 2a a 2C). 

II n'a pas 6t6 observ6 de diff§rence significative entre le nombre de 
chondrocytes SW1353, C28/I2 et chondrocytes nasaux humains cultiv^s dans les 
conditions contrfiles et lore d'une culture r§alis6e au contact de I'hydrogel de Sl- 
HPMC. En revanche, I'actinomycine-D a entraTn6 une diminution significative du 
nombre de cellules d§s 24 heures. Le nombre de chondrocytes SW1353 a diminu§ 
de 88%, le nombre de chondrocytes C28/I2 a diminue de 81% apr6s 24 heures 
d'incubatlon avec I'actinomycine D. Les chondrocytes nasaux humains ont enregistrS 
une diminution de 43% apr§s 24h de traitement par I'actinomycine D. 

Ces r^sultats montrent que I'hydrogel n'a pas entraTne de modification de la 
proliferation que ce soit pour les chondrocytes SW1353, les chondrocytes C28/12 ou 
les chondrocytes nasaux humains. 
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Exemple 3 : Culture des chondrocytes dans I'hydrogel 

3.1 Observation des chondrocytes en culture tridimensionnelle 

MATERIELS ET METHQDES 

Conditions experimentales 
l\^at§rie!s: 

- Cell tracker green (CTG) (Molecular probes, Leiden. The Netherlands). 

- Ethidlum Homodimer-1 (EthD-1) ( Molecular probes) . 

Les chondrocytes articulaires de laplns. les cellules SW1353 et les C28/I2, 
sont mis en suspension dans Phydrogel S raison de 1 million de cellules/ml 
d'hydrogel. 500 pi de ce melange sont d6pos§s dans des puHs de plaques de culture 
24 puits. Les cellules sont ensulte cultivees en presence de milieu complet pendant 
48h, 96 h, 1 semaine et deux semaines. Parall^lement, un contrdle positif de mort 
cellulalre est r6alis§ par addition d'une solution d'actinomycine D d 5pg/ml. Les 
cellules cultivees au sein de I'hydrogel sont obsen/6es grace au cell tracker green 
(CTG) et ethldium homodimerl (EthD-1). Le CTG est un prodult incolore qui diffuse 
librement au travers des membranes cellulaires. II est ensuite transforme dans le 
cytoplasme par ia glutathione S-transferase en un produit fluorescent incapable de 
ressortir de la cellule. Le CTG prodult une fluorescence verte dans les cellules 
vivantes. L'EthD-1 est un agent intercalant de I'ADN dont la fluorescence augmente 
de 40 fois apr^s fixation sur les acldes nucleiques. II ne pendtre que dans les cellules 
presentant des dommages membranaires. L'emploi conjoint de ces deux colorants 
pemfiet une colocalisation des cellules vivantes (coloration verte) et des cellules 
mortes (coloration rouge) (Magna et al., 2003). Le milieu de culture est aspir§ et 
remplac§ par 400 pi d'une solution de CTG S 5 pM dans du milieu de culture 
complet. Les cellules sont ensuite incub§es 1h § 37°C. La solution de CTG est 
ensuite remplacee par du milieu complet et les cellules sont d nouveau Incubees 30 
minutes d 37°C. Apr6s un rin5age au PBS, les cellules sonttraitees 1h ^ temperature 
ambiante et d I'abri de la lumiere par 400 pi d'une solution d'EthD-1 ^ 1pM dans du 
milieu complet sans SVF. Le milieu est finalement enleve, I'hydrogel est aspire et 
monte entre lame et lamelle. Les images sont obtenues par microscopie 
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6pifluorescente (Axioplan. Zeiss, lena, Germany) et sont enregistrees ^ I'alde d'une 
camera num6rlque DC30 (Kappa opto-electronics Gmbh, Gleichen, Germany). 

Les cellules dans le gel ont ^aiement dt§ visuaiis^es par microscopie 
confocale InversSe i balayage laser (IFR 26, Caroline Vignes-Colombeix) apr^s 24, 

5 48 et 72 h de culture comme dStaill§ cl-dessus. Le microscope confocale cree une 
image nette en 6liminant les signaux n'appartenant pas au plan focal. Ce microscope 
possdde une platine porte-objet pouvant se deplacer dans I'axe Z, ce qui pennet de 
faire varier le plan focal et ainsi de visualiser diff6rents plans de I'echantillon. La 
fluorescence du CTG a ete reper6e en utilisant le detecteur de la fluoresceine 

10 isothiocyanate (FITC: Tiex = 488 nm: Xem collectee = 490-560 nm). La fluorescence 
de EthD-1 est visualis§e par le detecteur de la rhodamine (TRITC: kex - 568 nm; 
Xem collect6e = 570-700 nm). 

RESULTATS 

15 

Dans le but d'observer le d6veloppement des chondrocytes lors d'une culture 
tridimensionnelle au sein de Thydrogel, les Inventeurs ont effectu^ des colorations 
(CTG et EthD-1) sur les chondrocytes SW1353, C28/I2 et sur des chondrocytes 
articulaires de lapin. Ms ont ensuite observe les chondrocytes en microscopie 

20 fluorescence. Au sein de I'hydrogel, les chondrocytes SW1353. les C28/I2 ou les 
chondrocytes articulaires de lapin ont presents une fonne anondie et 6taient 
fortement colores en vert par le cell tracker green. De rares cellules apparaissaient 
color6es en rouge. Les chondrocytes SW1353, C28I2 et articulaires de lapins se sont 
d6velopp§s en trois dimensions dans I'hydrogel en formant des nodules dont le 

25 nombre et la taille augmentaient en fonction du temps de culture. 

Afin de proposer une observation tridimensionnelle des cellules cultivees dans 
I'hydrogel, ils ont complete leurs observations par de la microscopie confocale. 
Seules les observations des cellules C28I2 sont reportees dans ce travail. La 
microscopie confocale a montr§ les mimes risultate que ceux obtenus 

30 precedemment en microscopie fluorescente classique. Les cellules se d6veloppent 
sous fonne de nodules. Les cellules trait6es d I'aclinomycine D pendant 48h ont 
presente une forte coloration rouge. De rares cellules conservaient une coloration 
verte. Ces r^sultats indiquent que dans nos conditions de culture, la double 
coloration cell tracker green/ethydium homodimer-1 a permis de difF6rencler les 
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cellules vK/antes des cellules mortes. Les observations des chondrocytes SW1353, 
des chondrocytes nasaux humalns et des chondrocytes artlculalres de lapin sont en 
cours d'analyse. 

L'ensemble de ces r6sultats montrent que les chondrocytes SW1353, C28/I2 
et les chondrocytes artlculalres de lapin ont conserve leur viability en culture 
tridimensionnelle au sein de I'hydrogel. 

3.2 Analyse du phdnotype chondrocytaire 

Afin d'analyser ie ph§notype chondrocytaire, {'expression des messagers 
codant pour certains marqueurs des chondrocytes a ete recherch^e par RT-PCR. 

a) Conditions exp^rimentalas 
Mat^riels : 

- Trizol® reagent (Invltrogen Corporation). 

Afin de caracteriser Ie ph§notype des cellules isolees du cartilage nasal 
humain. une fraction des cellules fraTchement isol6es est congelee en pr6sence de 
Trizol® (passage 0; PO). L'autre fraction cellulaire est r6partie k ralson de 10 000 
cellules/cm^ dans des flacons de 25 cm^ Les cellules sont repiqu6es toutes les 
semaines dans les conditions d§crites pr^cedemment (chapitre a)). Apres 1, 2 et 3 
passages, les cellules sont congel§es a -SO'C en presence de Trizol® (Passage 1 
(P1).2(P2),et3(P3)). 

Les chondrocytes fraTchement Isolds de cartilage articulaire de lapins sont 
rdpartis d raison de 1 million de cellules/ml d'hydrogel et 2ml de ce melange sont 
deposes dans des puits de plaque de culture 6 puits. Les cellules sont ensuite 
cultlv6es pendant 3 semaines avant congelation en presence de Trizol® . 

b) Extractions des ARM totatix 
Matdriels : 

- Chloroforme (VWR). 

- Isopropanol (Sigma Aldrich). 

- Ethanol (VWR). 
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- Agarose (Promega Corporation) 

- bromure d'ethidium (BET) (Promega corporation) 

- Tris Borate EDTA (TBE) (invitrogen corporation) 

Les cellules sont decongel§es sur de la glace, gratt^es puis ia solution de 
Trizol® est collect^e et centrifug6e pendant 10 minutes k 12 000 rpm et d 4°C. La 
phase superieure est pr§Ievee et additionn§e de 200 pi de dilorofomie puis vortex§e 
15 secondes. Apres 10 minutes d'incubation d temperature ambiante. les 
6chantillons sont centrifuges 15 minutes ^ 12 000 rpm et S La phase aqueuse 
est pr§lev6e et les ARNs totaux sont pr6clpit6s par centrifugation (12000 rpm, 15 
minutes, 4''C) en presence de 500 pi d'isopropanol. Le sumageant est preleve et le 
culot est lav§ avec de I'ethanol 75 % puis sech§. Les ARNs totaux sont repris dans 
20 pi d'eau. La quantity d'ARNs isol6e est ensuite evalu§e par mesure de 
I'absorbance d 260 nm. Les concentrations d'ARNs sont finalement ajust6es ^ 1 
pg/pl. Afin de verifier l'int§grit§ des ARNs extraits, 500 ng d'ARNs totaux sont 
s6par6s par §lectrophordse sur gel d'Agarose ^ 1% dans du tampon TBE contenant 
du BET. La migration s'effectue gi 100V pendant 30 minutes. Les ARNs totaux sont 
visualises k I'aide d'un transilluminateur UV. 

c) Analyse des transcripts oar RT-PCR 

- Traitement a ia DNAase 
l\/lat§riels : 

- D§soxyribonucl§ase I (DNAse I) 5U/pl (Invitrogen Corporation) 

- Tampon de DNAse 1 10X (Invitrogen Corporation) 

- Acide Ethylene diamine t6tra ac6tique (EDTA) 25 mM (Invitrogen 
Corporation). 

Deux pg d'ARN sont prelev6s et additionn§s d'1 \i\ de tampon de DNAse I 
10X, 1 pi de DNAse I (5U/pl) et le volume est ajust6 d lOpI avec de I'eau st6rile. Les 
^chantillons sont ensuite incub6s 15 minutes d temperature ambiante. La reaction 
est arretee par {'addition de Ipl d'EDTA 25 vnM et le produit de la reaction est plac6 
10 minutes a 65°C. 
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- Transcription inverse (RT) 
Mat6riels: 

- Desoxynucleotide triphosphate (dNTP) 10 mM (Invitrogen Corporation). 

- Amorces hexanucleotidlques a 0.5pg/pl (Random Hexamers, Promega 
Corporation hexaprimer C1181). 

- Avian i\/lyeloblastosis virus reverse transcriptase (AMV-RT) lOU/nl 
(Promega Corporation). 

- Tampon AlVlV-RT 5X (Promega corporation) 

- RNAse inhibitor ( RNAsine) 400U/mI (Promega Corporation). 

A chaque echantilion pr6alablement trait§ d la DNAase, sont ajout6s 3pl de 
dNTP § 10 mM, 3mI d'amorces hexanucleotidiques, 6^1 de tampon AMV-RT . Ipl 
d'Aiy^V-RT. Ipl de RNAsine et le volume est ajust6 d 30 pi avec de I'eau st6rile. La 
transcription inverse est r§alis^e d Paide d'un themiocycleur (Eppendorf 
IVIastercyder.VWR) dans les conditions suivantes : 10 minutes a 25»C. 50 minutes § 
42''C et 10 minutes d 95-C.La solution d'ADN complementaire simple brin (ADNc) 
ainsi obtenue est ensuite stock6e ^ -20»C jusqu'a son utilisation pour la reaction de 
PCR. 

- Reaction de polymerase en chafne (PCR) 
l\/latSriels : 

- Amorces oligom6riques sp6cifiques (MWG Biotech, Courtaboeuf. 

France). 

- Tampon Taq polymerase 10X (Invitrogen Corporation). 

- Taq polymerase SU/pl (Invitrogen Corporation). 

- MgCI2 50 mM (Invitrogen Corporation). 

La PCR est realisee ^ partir de 2 pi de solution de cDNA auxquels sont 
ajoutes 0.5 pi d'amorce sens et 0,5 pi d'amorces antisens d lOOng/pl. 5 pi de tampon 
de taq polymerase. 1.5 pi de MgCI2 . 0.5 pi de taq polymerase et 40 pi d'eau. Les 
reactions de PCR sont r6alis6es a I'aide d'un themiocycleur (eppendorf Mastercycler) 
dans les conditions suivantes : 3 minutes de denaturation d 94»C suivi de 30 cycles 
de 20 secondes a 94"C (denaturation). 20 secondes a SO^C (hybridation) et 20 
secondes d'elongation d 72'C. La reaction de PCR est achev6e par 10 minutes 
d'6longation d 72-C. Les r6sultats de oette dtude pr§sentent des produits de PCR 
obtenus dans la phase exponentlelle d'ampllficatlon. La sequence des amorces, les 
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temperatures d'hybridation et la taille des amplicons sont preclsees dans le tableau 2 
ci dessous. 

Tableau 2 : S6quence des amorces, temp6rature d'hybridation et taille des amplicons 
pour ies genes rM<§renc6s. 



Genes 


Sequences des amorces Sens (S) et anti-sens (AS) 


Tm 


Taille arrqjlicons 


actine humaine 


S 5*-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3* 
AS 5'-AGTCTrCCCCTCCATCGTTG-3' 


60«C 


164 pb 


Collagene II 
(alpha 1) humain 
etlapin 


S 5'-GGCAATAGCAGGTrCACGTACA-3* 
AS 5*-GAGGCGTGAGGTCTTCTGTGA-3* 


60^*0 


108 pb 


Aggr^cane 
humain et lapin 


S 5'-CCCTGGCAATGATGGCACTGTTC-3' 
AS 5'-TGGCAATGATGGCACTGTTC-3' 




117 pb 


Collagene I 
(alpha 2) humain 


S 5'-CATGGAAACCGTGGTCAAACT-3' 
AS 5'-ACCAGCGATACCAGGCAGAC-3* 




186 pb 


Collagene X 
humain et lapin 


S 5'-CAAGGCACCATCrCCAGGAA.3* 
AS 5'-GCATrTGGTATCGTTCAGCGT-3* 




131 pb 


Collagtoe I 
(alpha 1) lapin 


S 5'-GATGCGTTCCAGTTCGAGTA-3* 
AS 5*- GGTCrTCCGGTGGTCTTGTA-3* 


55^C 


312 pb 



d) Separation sur ael d'aaarose 

La separation electrophor§tique des produits d'amplification PGR a et6 
realis^e sur gel d'agarose a 2% dans du tampon Tris Borate EDTA (TEB) 1X. Les 
bandes sont r6v6lees par du bromure d'etliidium a I'aide d'un trans-illuminateur UV. 
La taille des amplicons est r6f§rencee dans le tableau 2. 

d) Analyse densitometrique semi-cuantitative d es gels d'aaarose. 

L'intensit§ des bandes obtenues sur les gels d'agarose a 2% (genes d'interets 
et g§ne de r6f6rence) a 6t§ estim^e ^ I'aide du logiciel Leica Q500 (Leica Imagine 
Systems, Cambridge, UK) pennettant I'analyse seml-quantitatlve par densitom§trie 
des transcrits amplifies aux differentes conditions exp§rimentales. Les r6sultats sont 
exprim6s comme le ratio g6ne d'interet/gfene de reference en unit§ arbitraire. 
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RESULTATS 

Afin de verifier le malntien du phenotype des chondrocytes articulaires de 
5 lapin en culture tridlmenslonnelle au sein de Thydrogel, ils ont 6valu6 par RT-PCR 
rexpression des transcrits codant pour le coIlag6ne de type II, raggrecane et le 
collag^ne X. Paralldlement, Texpresslon du collag^ne de type I a egalement 6t§ 
recherchee. 

Lors d'une culture en monocouche, las inventeurs ont observe une diminution 
10 de rexpression du collag^ne de type II, de I'aggrecane et du collagdne de type X. A 
pr6s trois semaines de culture le collagene de type H demeurait faiblement exprim6, 
alors que le collagene de type X et I'aggrecane n'6taient plus d6tectables.* 
Parallelement. nos resultats montrent que rexpression du collagdne de type I est 
augmentee apres trois semaines de culture en monocouche. 
15 A I'inverse, lorsque les cellules sont cultlv6es en trois dimensions dans 

rhydrogel pendant trois semaines, rexpression du collagene de type II, de I'agr^cane 
et du collagdne de type X sont maintenues. L'expression du collagdne de type I n'est 
pas appaaie stimulde. 

Ces r6sultats indiquent que la culture tridlmenslonnelle des chondrocytes 
articulaires de lapin pemiet le maintlen de l'expression des marqueurs 
chondrocytaires (collagdne II. aggr§cane et collagdne X). 



Exemple 4 ; Etude de la redlff^renel ation des chondrocytes en culture 
tridlmensionnelle 
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Dans le but d'§tudier la redifterendation des chondrocytes en culture 
tridlmensionnelle dans I'hydrogel prepare a I'exemple 1. des chondrocytes nasaux 
humains et articulaire de lapin fraTchement isoles ont ete cultives en monocouche 
30 pendant 4 semaines. puis en trois dimensions dans I'hydrogel et parallelement en 
monocouche pendant 4 semaines. 

Les ARN totaux ont ete extrait S chaque passage lors des cultures en 
monocouche et a 2, 3 et 4 semaines pour les cultures tridimensionnelles. 
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L'expresslon du collagdne de type il et I'agr^canne marqueurs sp6clfiques du 
ph§notype chondrocytalre. mais aussi le collagene de type I marqueurs de la 
d^diffSrenciation des chondrocytes ont 6t6 recherch6s par RT-PCR. 

Les r^sultats montrent que les chondrocytes fraTchement Isolds exprlment le 

5 collagene de type II. le collagfene de type I et I'agrdcanne. ^expression de ces 
marqueurs est modifi§e lors de la culture en monocouche, I'expression du collag§ne 
II et de I'agrecanne diminue lors des diff6rents passages jusqu'a disparaTtre au bout 
de trois passages, alors que I'expression du collagene de type I augmente forlement 
des le premier passage et reste fortement exprime lors des differents passages. Les 

10 chondrocytes semblent done s'§tre dedifferencies au bout de trois passages en 
culture monocouche. Ensuite, lors de la culture tridimensionnelle de ces 
chondrocytes dans I'hydrogel, les r6sultats ont montr6 une augmentation de 
I'expression du collagdne de type 11 ainsi que de I'agrecanne mais 6galement une 
diminution de I'expression du collagdne de type I. Ces resultats sugg6rent que les 

15 cellules ont retrouv6 un ph§notype chondrocytalre dans I'hydrogel. 

Ces resultats indiquent que I'hydrogel utilise pennet la rediff6renclation de 
chondrocytes pr6alablement d6diff6renci6s. 

Tests statistiaues 

20 

Toutes les experiences ont 6t6 r§alis6es en triple. Chaque experience a §te 
r6alis6e deux fols. Les r§sultats sont exprimds comme la moyenne +/- I'ecart type. 
Les 6tudes comparatives de moyennes ont 6t§ effectuees en utilisant le test Anova. 
Les resuKats sont considdrds comme significativement differents pour p<0.05. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation d'un hydrogel d'hydroxy§thylcellulose (HEC) siianisSe ou 
5 d'hydroxypropylmethylceilulose (HPI\/IC) sllanisge. auto-r6ticulant en fonction du 

pH, pour la culture tridimenslonnelle ex vwo de chondrocytes. 

2. Utilisation selon la revendicatlon 1, dans laquelle I'hydrogel est 
susceptible d'etre obtenu par reaction d'HEC ou d'HPMC avec un compose de 

10 formule (1) : 

XSi(OZ)3 (1) 
oCi X represente un atome d'halog§ne ou un groupe hydrocarbone a 
fonction 6poxy, notamment en C2-20. et Z est choisi parmi un atome d'hydrogdne, 
un metal aicalin et un groupe alkyle, notamment en Ci^. 

15 

3. Utilisation selon I'une des revendications 1 ou 2, dans laquelle 
I'HEC ou I'HPMC porte des groupes lat§raux silanolate ou pr^curseurs de 
silanolate de metal aicalin ou d'ammonium reprdsentant de 0,5 S 5% du poids 
sec total de I'HEC ou I'HPMC. 

4. Utilisation selon I'une des revendications 1^3, I'hydrogel 6tant 
constituS d'un polym§re de fonnule simplifiSe : 

^O-Na* 

(HEC ou HPMC)-0-CH2-CHOH-CH20-(CH2)3-S-Si^O-Na* 

^ 0-Na+ 

5. Precede ex vivo de preparation d'un complexe de cellules int6gr6es 
dans un hydrogel, complexe destin6 ^ §tre injects dans un site cartilagineux, ledit 
proc^dS comprenant le melange ex vivo de chondrocytes avec un hydrogel 
d'hydroxy6thylcellulose (HEC) silanis^e ou d'hydroxypropylmethylceilulose 
(HPMC) silanis^, autoreticulant en fonction du pH, dans un tampon biologique 
au pH appropri§ pour la reticulation de I'hydrogel, dans des conditions et une 
duree appropri6es pour I'int^gration et la culture tridimenslonnelle des 
chondrocytes dans I'hydrogel. 
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6. Proc6d6 selon la revendication 5, comprenant les etapes ex vivo 
suivantes : 

- ramplification de chondrocytes en monooouche, sur un support solide ; 

5 - la recolte des chondrocytes amplifies. d6dlff6renci§s de par leur amplification en 
monocouche ; 

- le m6lange des chondrocytes amplifies dedifferenci6s avec I'hydrogel dans un 
tampon biologlque au pH appropri6 pour la reticulation de I'hydrogel. ce qui 
conduit ^ l'lnt6gratlon des chondrocytes au sein de I'hydrogel et a leur 

10 rediff^renciation. 

7. Proc6d6 selon la revendication 5 ou 6, dans lequel rhydrogel est 
susceptible d'Stre obtenu par r6action d'HEC ou d'HPMC avec un compost de 
formule (1) : 



ou X represente un atome d'halogene ou un groupe hydrocarbon^-^ 
fonction §poxy. notamment en C2-20. et Z est choisi pamni un atome d'hydrog6ne, 
un metal alcalin et un groupe alkyle, notamment en C1-5. 

8. Precede selon I'une des revendicatlons 5^7, dans lequel I'HEC ou 
I'HPMC porte des groupes Iat6raux silanolate ou pr6curseurs de silanolate de 
m§tal alcalin ou d'ammonium representant de 0,5 ^ 5% du poids sec total de 
I'HEC ou rHPMC. 

9. Proc6d6 selon Tune des revendicatlons 5^8, I'hydrogel 6tant 
constitu§ d'un polymdre de formule simplifiee : 



15 



X Si(OZ)3 



(1) 
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10 

Abrege 

Ulnvention concerne Tutilisation d'un hydrogel d'hydroxyethylcellulose 
15 (HEC) sllanisee ou d'hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) silanise, auto- 
reticulant en fonction du pH, pour la culture tridimensionnelle ex vivo de 
chondrocytes. 

Figure : neant 
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